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Summmツ Recentstudies demonstrate that purified botrocetin， a protein isolated 
from the venom of the snake Bothrops jararaca， initiates binding of von Willebrand factor 
(vWF) to platelet glycoprotein (GP) Ib similar1y to the antibiotic restocetin. More 
precisely， botrocetin binds to the GPlb binding domain of constituent vWF subunit (amino 
acid residue 449-728)， and forms an “activated complex " with vWF， which then binds to 
platelet GPlb 
The present report indicates that purified botrocetin binds to vWF from plasmas of 
patients with two variant forms of von Willebrand disease， IIA and IIB， and that its 
interaction is indistinguishable from that with vWF from normal individuals. However， an 
“activated complex" formed between botrocetin and IIB vWF expresses an enhanced 
biological activity for binding to GPlb， whereas the complex with IIA vWF has decreased 
binding activity. Among several anti悶vWFmonoclonal antibodies (MoAb) which inhibit 
ristocetin-induced platelet aggregation and/or vWF binding to GPlb， only two MoAbs 
CNMC-4 and PFF VIl RAG : 1) abolished direct binding between botrocetin and vWF. This 
suggests that they recognize an epitope on the vWF molecule in close proximity to the 
botrocetin binding site (s). 
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domain")121， 1744-1747のArg-Gly-Asp-S巴r(RGDS)





ターンから 1.vWF: Ag量は低下するも multimerの
各 S巴nesは正常と同様に存在する Type1， 2. vWF 
Ag量は必ずしも低下しないが multimer構造に異常が




反応(ristocetinーinducedplatelet aggregation， RIPA) 
とRIPAにもとづいた愚者血疑の凝集能(ristocetin









ミノ酸残基 449-728番に相当する 52/48kDa frag-
mentであることが Fujimuraet a1. (1987)6)により明ら
かにされた.
Ristocetinとよく似てヒト血小板多血援を凝集せしめ
る物質として R巴adet a1. (1978) 14)はBothropsjarar 







Type IIA vWDでは低下し TypeI Bでは允進してい




















さらに prot由民 inhibitorとして終濃度 1mM  leupe田






4心)Bot仕r叩O∞C巴eti加nの純化:粗製 Boωth加lOrop戸s Jararaca 
venom(侶SiほgmaCo. )からの二本鎖botrocetinの純化は
Fujimura et a1.の方法制に準じ，以下の方法にて作製
した. Bothrops jararaca粗毒を出発材料とし DEAE-
Sepharose CL-6B iこて O.lMから 0.7M食塩で直線勾
配溶出をおこない， トロンピン活性がなく血小板凝集活











vWFに対する 5種の MoAbを用いた.このうち， NMC
4は教室の嶋ら21)により作製され， RFF-YIl RAG: 1は




るMoAbである 10). RG-46及び 52K-8はDr.Zim-
merman(Scripps c1inic， USA)より提供を受けたが， こ
(106) 金回美喜夫




応は阻害しない MoAbである 6)9)10) 40-1は片山政彦氏





これら各 MoAbは， Prot巴inA-Sepharose CL-6Bカ
ラムを用いて， Ey et aL23)の方法に準じて IgG分画を作
製した.
7) Iodination: vWFの機能をおさえずに vWFを標
識する目的で， MoAb 40-1をFrak巴rand Speckの方
法叫に準じ， Iodog巴n法にて出 I標識を行った.同 I標識
した 40-1の比活性は 0.64X109cpm/mgであった.
8) Enzyme -linked immunosorbent assay(ELISA) 
を用いた. vWF: Agの測定.抗 vWF家兎ポリグロナ






との結合能測定被検血祭 70μ1，['25 1 ] 40-1 10μl 
(0.64 cpm)，インヒピターカクテノレ 20μ1(10mM  
EDTA-2 Na， 10 u/mlヒノレジン， 20mM塩酸ベンザミ
ジン及び 10mMロイベプチン， pH 7.35)をエッベンド
ノレフチューブ内で混和し，3TC 2時間インキュベートし
血塁走中 vWFを [1251 ] 40-1で間接的にラベノレした.次
に，ホノレマリン固定血小板 12.5μ1(109/ mJ)と
botrocetin 12.5μlを終濃度 3，5， 10， 30， 50μg/ml 
となるように加え混合し， 30分間室混放置した.溶液を
2分して， 20 % sucroseを300μl入れたサノレステッドチ







botrocetin (300μg)を O.lMNaHC03で 4'cにて一昼
夜透析後， dimethyl sulfoxideで溶解した NHS-LC
biotinと等量(w/w)混合し，室温暗所で 4時間放置し










200μ1ずつの 0.1% N onidet P-40含 20mM hepes 
buff巴redsaline(HBS/NP-40)にて 3回洗浄し，洗浄














12) N末端アミノ酸分析目 AppliedBiosystems 470A 
Protein Sequencer(Applied Biosystems， Fost巴rCity， 
CA)を用いてN末端アミノ酸分析を行った.



















を終濃度 50μg/ml加えた場合， botrocetin濃度を 50
μg/mlにしても放射活性〔血小板結合〉の上昇は認めら











































Two-chain botrocetin (μg/ml) 
Fig. 2. Botrocetin-induced binding of ['25 1 ] -MoAb 
40-1 lab巴ledvWF to plat巴letGPlb in t巴n
normal plasmas. three I B plasmas and two 
I A plasmas. 
['25 1 ] -MoAb 40-1 (IgG) ， various plas】
mas (vWF antigen preadjusted to 55 %)， and 
serially diluted purified two-chain botrocetin 
in the presenc巴ofprotease inhibitor incubated 
and the plat巴letboundradioactivity was deter】
mined. The dotted area indicates th巴rangeof 
results from 10 normal plasmas. Open tri-
angles show results from thr巴巴 plasmaswith 
type I B vWD， open circles two type I A 
vWD. 
10 
Two~Ghain botrocetin (μgjml) 
Fig. 1. Formation of an activated botrocetin-vWF 
complex and its binding to platelet GPlb 
Top panel shows a schematic representa 
tion of this assay， in which botrocetin forms 
an activated complex with vWF indirectly 
radiolab巴leclwith125I-anti-vWF MoAb 40-1 
(IgG) ， and then th巴 complexbinds to GPlb. 
Bottom panel shows that th巴 amountof this 
binding is strictly dep巴ndenton the concentra-
tion of purified botrocetin Cindicated as 
clos巴dcircles). The binding was totally 
blocked in the presence of an anti-vWF 



































vWF antigen (U/dl) 
Fig. 4. Direct binding of biotinylated two-chain 
botrocetin to vWF from normal individuals 
and I A or I B vWD pati巴nts
The binding ability of various plasmas 
(v羽TFantig巴npreadjusted to 55 %) with pur. 
ified two-chain botrocetin were t巴sted. Dot. 
ted area indicates the rang巴ofr巴sultsfrom 10 
normal plasmas. Op巴ntriang巴Isshow r巴sults
from tre巴 plasmaswith type I B vWD， open 
circles two typ巴 IA vWD. 


































































vWF antigen (Ujdl) 
Fig. 3. Direct binding of biotinylated two-chain 
botrocetin to vWF 
Top pan巴1presents a schematic representa 
tion of th巴assay.In liquid phas巴， biotinylat巴d
two-chain botrocetin (star mark) binds to 
vWF， and th巴n the “activated" vWF 
botroc巴tincomplex captured in polystylene 
wells through anti-vWF polyclonal antibody. 
The measurement of th巴 complexbound to 
the wells based on biotin-avidin ELISA sys 
t巴m.Bottom panel indicat巴sa typical exami. 
nation of this assay using normal plasma 
The intensity of absorbance at 492 nm is 
clearly dependent on the amout of vWF 
antigen Cindicated as closed circl巴s). Non. 
specific binding can be m巴asuredin the pres. 
enc巴 of50-fold exc巴sof unlabel巴dbotrocetin 







































Fig. 5. Incibitory effect of anti-vWF Moabs on the 
formation of “activatied" two-chain 
botrocetin and vWF complex. 
The binding assay utilizing biotinylat巴d
botrocein was us巴d，where purified vWF was 
used instead of normal plasma. Open circles 
show MoAb NMC-4， closed circles MoAb 
RFF Vl RAG : 1， open squares MoAb 52K -8， 
clos巴dsquares MaAb RG 46， and open tri. 
angles anti-thyrolgobu日nsMoAb. 
10 
Type I A及びIB von Willebrand因子と精製蛇毒Botrocetinの相互作用に関する研究 (109) 
れなかった(Fig.1).
健常成人 10例及びvWDType IIA 2名， Type I B 
考 案
3名について血媛中 vWFの二本鎖botrocetin複合体 近年， vWF-GPlb結合反応を定量的に再現し，その相
と血小板 GPlbとの結合能を検討した.測定前に，各血竣 互作用機序の解明のために Bothoropsjararaca種の蛇
中の vWF: Ag量を 50U / dl (MoAb40 -1を用いた 毒より精製された botrocetinが有用な試剤として注目
ELISAにて測定〉に 4%BSA含 HBSにて希釈し調整 されるようになっている叫 20).教室の西尾ら 16)はris
した.Type I Bではbotrocetin濃度 10μg/ml以下の tocetinと同様にbotrocetin存在下血小板結合能は
低濃度で結合能の允進がみとめられ， 30μg/mlの高濃 Type IIAでは減少し， Type I Bにおいては充進してい






のbotrocetin-vWF複合体を，抗vWF家兎ポリクロナ 影響を与えず，さらに対象となるすべての vWDsubtype 
ーノレ指体を固相化した W巴Iに補足せしめ，そこに per. のvWF subunitに同等に高いアフィニティーを示す
oxidase結合 streptavidinを結合させ， 0 - MoAb 40-1叫を1251で標識して，被検血援と混合し，血
phenyleniamineを発色基質として用い 492nmにて吸 媛 vWFを間接的にラベルにした後，二本鎖botrocetin
光度を測定して，血疑中の vWFへの botrocetinの直接 を添加し， botroc巴tin-vWF複合体を形成せしめ，ホノレ
結合能とした.正常血築中の vWFへの botrocetinの直 マリン固定血小板と反応せしめて botrocetin-vWF複
接結合能はvWF濃度依存性に増加した(Fig.3). 合体と血小板 GPlbの結合能を測定した. Botroc巴tin
健常成人 10例及びvWD各病型(Type I A 2名 vWF複合体の血小板GPlbへの結合はbotrocetin濃度
Type I B 3名〉について vWFへの botrocetinの直接 依存性に増加した. vWDのTyp巴 IIB患者では
結合能を検討した.測定前に，各血築中の γWF:Ag量 botrocetin-vWF複合体の血小板 GPlbへの結合は充
を50U / dl(MoAb 40-1 ELISAにて測定〉に 4% 進一方 TypeIIA患者では減少していることを観察した.
BSA含 HBSにて希釈し調整した.Type IIA， Type I Botrocetin-vWF複合体の血小板 GPlbへの結合能が
Bいずれにおいても biotin標識二本鎖botrocetinの Type I AとTypeI Bで異なることは，それぞれの
vWFへの直接的結合能はvWF濃度依存性に増加し，そ vWF subunitにおける GPlb結合 domainの機能表現
の測定値は正常範囲内であった(Fig.4). の差異を反映していると推察された.この場合，





MoAb(NMC-4， RFF-VIII RAG: 1， RG46， 52K -8)を， 足させることによって，被検血援中の vWFへの
対照として抗ヒトサイグロプリンモノクロナーノレ抗体を botrocetinの直接結合能を検討した.Type I Aおよび





Fig. 6. A schematic r巴presentationon th巴interaction
of botrocetin and normal (N) vWF， I A 
vWF， or I B vWF. 
は減少していた.
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